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Resumen 
En este trabajo se describe una nueva esterasa fúngica producida en cul-
tivos líquidos del hongo Ophiostoma piceae. Los preparados enzimáticos 
comercializados hasta la fecha, aunque son eficaces en el control biológi-
co del pitch en coníferas, no rinden buenos resultados en las maderas de 
frondosas. Este hecho motivó la búsqueda de una enzima capaz de de-
gradar los compuestos involucrados en la formación de depósitos en es-
tas especies vegetales. Estudios preliminares pusieron de manifiesto la 
actividad enzimática del hongo O. piceae sobre ésteres de p-nitrofenol y 
oleato de colesterilo. Éste último fue escogido como modelo de los éste-
res de esteroles presentes en los extraíbles de la madera de Eucaliptus 
globulus, especie empleada mayoritariamente en España para la produc-
ción de pasta de papel.  
     Inicialmente se estudiaron varias actividades enzimáticas, utilizando 
un medio basal que contenía glucosa, como fuente de carbono y aceite 
de oliva, como inductor. En estas condiciones, se purificó y caracterizó u-
na única enzima. Ésta mostraba una elevada afinidad sobre triglicéridos y 
ésteres de esteroles. La degradación de mezclas complejas de estos 
compuestos, presentes en los extraíbles y pastas de papel de diferentes 
especies vegetales, evidenciaron la posible aplicación de la esterasa en 
el control biológico del pitch en madera de frondosas y coníferas.  
     La determinación del extremo N-terminal de la proteína y péptidos in-
ternos, resultado de la hidrólisis de la misma, permitieron obtener una 
sonda de DNA específica. De esta forma, se pudo llevar a cabo la se-
cuenciación del gen de la esterasa de O. piceae. La comparación con los 
genes de otras esterasas mostró una homología de aproximadamente un 
40% con los que codifican las lipasas de Candida rugosa y Geotrichum 
candidum. A partir de estos estudios, se pudieron identificar los residuos 
implicados en la catálisis de la enzima. El modelo estructural de la este-
rasa, construido a partir de las estructuras cristalográficas de las lipasas 
CRL1 y CRL3 de C. rugosa, permitió englobar a la enzima en la familia 
de las α/β hidrolasas, así como identificar algunos de los aminoácidos 
responsables de su especificidad de sustrato. 
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Introducción 
1.1  LA INDUSTRIA PAPELERA 
El primer papel de origen vegetal, mezcla de fibras de morera y bambú y 
semejante al papel actual, tuvo su origen en China (año 105 d. C.). La 
tecnología para su fabricación llegó en el año 761 hasta los árabes, que 
la difundieron en todos los territorios que conquistaron (Norte de África, 
Europa y Asia). Hasta el siglo XVII, la fabricación de papel fue una labor 
artesana e individualizada, que no alteraba los ecosistemas naturales. 
     A partir del año 1660, los descubrimientos de la ciencia y los avances 
técnicos convirtieron el papel en el gran soporte para la comunicación 
mundial y, con el paso del tiempo, su producción, en un problema me-
dioambiental. Este hecho se debió, principalmente, al uso de Cl2 en las e-
tapas de blanqueo de las pastas de papel y como consecuencia, la pre-
sencia de compuestos clorados en los efluentes.  
     La presión social derivada de este hecho ha llevado a una gran parte 
de la industria papelera europea a utilizar secuencias libres de Cl2. Sin 
embargo, la eliminación de este elemento en el blanqueo ha desencade-
nado nuevos problemas en este sector industrial relacionados, principal-
mente, con la aparición de unos depósitos en las pastas de papel deno-
minados “pitch”.  
     Muchos de los compuestos lipofílicos presentes en los extraíbles de la 
madera resisten las nuevas secuencias de blanqueo, lo que implica la a-
parición de depósitos. Estos reducen la calidad de la pasta y provocan 
graves pérdidas en este sector industrial. 
1.1.1  Componentes de la madera 
Las paredes celulares de las plantas leñosas están compuestas mayori-
tariamente por celulosa, hemicelulosas y lignina (Figura 1.1).  
     La celulosa, el componente mayoritario (40-50%), es un homopolíme-
ro lineal constituido por residuos de β-D-glucosa unidos por enlaces gli-
cosídicos β-1,4 (Fengel y Wegener, 1984). 
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Figura 1.1.   Esquema de la estructura de la pared celular secundaria de an-
giospermas herbáceas (Bidlack et al., 1992). 
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     Las hemicelulosas son polímeros de naturaleza amorfa, generalmente 
constituidos por pentosas, hexosas y ácidos urónicos. Se disponen alre-
dedor de las microfibrillas de celulosa y se unen a éstas por puentes de 
hidrógeno (Fengel y Wegener, 1984; Sjöström, 1993). Su composición 
varía según el tipo de plantas. En angiospermas está constituida Princi-
palmente por xilano (15-30%) y en gimnospermas por galactoglucomana-
no (15-20%) y xilano (7-10%).  
     Por último, la lignina es un polímero aromático muy heterogéneo, que 
se encuentra en mayor proporción en gimnospermas (25-35%) que en 
angiospermas (18-25%). Éste mantiene unidas las fibras de los tejidos 
lignificados a través de la lámina media (Figura 1.2). Constituye el sopor-
te estructural de los tejidos de las plantas, proporcionando impermeabili-
dad a los elementos vasculares para la conducción de agua y sales mi-
nerales. Asimismo, protege a la planta del ataque de microorganismos y 
del estrés mecánico (Higuchi, 1990). 
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Figura 1.2.  Esquema de la localización de la lignina, 
celulosa y hemicelulosa en la pared de las células ve-
getales (Kirk, 1983): P, pared primaria; S1-S3, capas 
de la pared secundaria y LM, lámina media. 
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1.1.2  Etapas del proceso de fabricación del papel 
La fabricación de pasta de papel consta de varias etapas:  
1) Pulpeo, separación de las fibras de celulosa de la lignina. Este proce-
so puede realizarse mediante: i) un proceso químico, basado en la des-
polimerización y solubilización de la lignina utilizando agentes químicos, 
ii) un proceso mecánico, mediante molinos que separan las fibras y iii) u-
na combinación de ambos métodos.  
2) Blanqueo, etapa en la que se aplican distintas secuencias de oxida-
ción/reducción y extracción de la lignina residual.  
3) Secado de la pasta, empleando máquinas de alta velocidad y elevada 
temperatura. 
     Las principales diferencias entre la pasta mecánica y química son el 
rendimiento y la calidad. El rendimiento en la pasta mecánica es alrede-
dor del 90%, mientras que en la pasta química es mucho menor (~ 50%). 
Esto es debido a la pérdida de peso que ocasionan los reactivos quími-
cos al solubilizar la lignina y parte de los polisacáridos de la pared celular 
vegetal. Sin embargo, la ventaja de la pasta química es su alta calidad. 
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      El proceso químico más utilizado es el denominado “proceso kraft”, 
que consiste en el empleo de NaOH y sulfito sódico (155-180 oC, 7-11 
bares). En este tipo de pasta es necesaria la realización de una etapa de 
blanqueo con oxidantes fuertes y extracciones alcalinas para eliminar la 
lignina residual. Para el blanqueo de las pastas mecánicas se emplea pe-
róxido de hidrógeno y ditionito sódico, aunque no siempre es necesario, 
pues en ocasiones se utilizan con su color original.  
     Los efluentes generados de la etapa de pulpeo en la pasta química, 
los licores negros, contienen la lignina extraída. Generalmente se proce-
san, recuperando los reactivos y obteniéndose energía a partir de la ligni-
na. Sin embargo, los efluentes del blanqueo, en los que durante mucho 
tiempo se utilizó Cl2, no son recuperables y su vertido ha sido la causa 
principal de la contaminación ambiental generada por las empresas pa-
peleras (Gellman, 1988; Owens, 1991). Por esta razón, en las últimas 
dos décadas se han desarrollado nuevas tecnologías basadas en la sus-
titución de este elemento por dióxido de cloro (blanqueo ECF, elemental 
chlorine-free) o por enzimas y/o peróxido de hidrógeno, oxígeno u ozono 
(blanqueo TCF, totally chlorine-free). En el primero se reduce en gran 
medida la presencia de compuestos clorados en las aguas de proceso, 
mientras que en el segundo caso, se obtienen efluentes y productos fina-
les totalmente libres de estos contaminantes. El blanqueo TCF, a pesar 
de que presenta algunas dificultades para lograr un brillo adecuado del 
papel, ha sido introducido en los últimos años en toda Europa.  
1.2  LA PROBLEMÁTICA DE LOS DEPÓSITOS DE PITCH 
Los extraíbles de la madera están compuestos por una fracción polar, 
constituida fundamentalmente por fenoles y polifenoles y una fracción li-
pofílica, que contiene los componentes solubles en solventes orgánicos 
(Hillis, 1987). Entre estos últimos se encuentran aquellos que causan los 
mayores problemas durante la fabricación de la pasta de papel (Back y 
Allen, 2000). 
     Durante la producción de pasta mecánica, los extraíbles salen de las 
células parenquimáticas y canales resiníferos formando gotas que pue-
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den precipitar sobre la pasta (depósitos de pitch) o quedar en forma co-
loidal en las aguas de proceso (pitch coloidal). En las pastas químicas, la 
introducción de los métodos de blanqueo más respetuosos con el medio 
ambiente (pastas TCF y ECF) ha llevado consigo la aparición de estos 
problemas. Este hecho se debe a la resistencia de algunos compuestos 
lipofílicos presentes en los extraíbles a las nuevas secuencias de blan-
queo (Hillis y Sumimoto, 1989).  
     El término pitch engloba tanto a los componentes lipofílicos de los 
extractos de la madera, como a los restos de gomas procedentes de la 
maquinaria y/o diferentes aditivos presentes en las aguas de proceso que 
se aglomeran en torno a ellos (Back y Allen, 2000). Estos depósitos redu-
cen la calidad de las pastas y obligan, en algunas ocasiones, a realizar 
paradas técnicas, produciendo graves pérdidas en este sector industrial 
(Hillis y Sumimoto, 1989). El cierre de los circuitos, con la intención de re-
ducir el volumen de efluentes vertidos por la fábrica y así evitar, en lo po-
sible, la incidencia ambiental e incrementar el ahorro de agua, ha provo-
cado el aumento de estos compuestos en las aguas de proceso y ha fa-
vorecido la aparición de depósitos en las pastas (Young y Akhtar 1998; 
Allen, 2000). 
1.3  CONTROL DEL PITCH 
Como se deduce de lo expuesto anteriormente, los problemas de pitch e-
xisten en todo tipo de pastas, pero su origen depende de la composición 
de los extraíbles de las maderas que se utilizan para la producción y del 
tipo de proceso. En el caso de algunas coníferas, la fracción lipofílica 
consta mayoritariamente de ácidos resínicos, triglicéridos y en algunos 
casos, esteroles libres y esterificados, mientras que en frondosas predo-
minan estos últimos (Ekman, 1979; Back y Allen, 2000).  
     Los depósitos de pitch en pastas mecánicas están constituidos por a-
quellos compuestos que se encuentran en las maderas usadas como 
materia prima, principalmente coníferas. En las pastas químicas, obteni-
das fundamentalmente a partir de madera de frondosas, son los com-
puestos que persisten, tras la cocción, los que ocasionan problemas. 
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 Durante este proceso, los ésteres de glicerol se saponifican y los ácidos 
grasos y resínicos se disuelven, quedando las grasas y esteroles (libres y 
esterificados) en forma no soluble, siendo estos últimos los que tienden a 
precipitar formando los depósitos de pitch. 
     Entre los procedimientos tradicionales para el control del pitch se en-
cuentran: el almacenamiento a la intemperie de troncos o astillas, el des-
cortezado de la madera y la adición a las pastas y/o líquidos de proceso 
agentes que limiten la deposición de estos compuestos (Allen, 1980; 
Allen, 1988). El primero reduce los problemas de pitch considerablemen-
te, aunque su efectividad depende de las condiciones ambientales. Du-
rante el periodo de almacenamiento, algunos compuestos sufren proce-
sos oxidativos e hidrolíticos por la acción de enzimas de origen vegetal y 
microbiano, favoreciendo la reducción del pitch (Gutiérrez et al., 1998; 
Ekman, 2000). No obstante, en estos procesos suelen degradarse tam-
bién otros componentes de la madera, lo que se traduce en pérdidas en 
el rendimiento y calidad de las pastas.  
     Con el fin de buscar soluciones a estos problemas, se han desarrolla-
do en los últimos años métodos alternativos basados en la utilización de 
microorganismos o sus enzimas y así reducir los compuestos lipofílicos 
de las maderas involucrados en la formación de depósitos. 
1.3.1  Tratamiento de maderas con hongos 
1.3.1.1  Madera de coníferas
Se han desarrollado un gran número de estudios sobre la formación de 
depósitos en coníferas, debido al uso mayoritario de este tipo de madera 
en países productores de pasta mecánica (EEUU, Canadá y los países 
nórdicos de la UE). En los extraíbles de estas maderas, como se ha men-
cionado anteriormente, existen importantes cantidades de triglicéridos y 
ácidos resínicos que participan en la formación del pitch. La primera pa-
tente para reducir estos depósitos en las pastas consistía en el pretrata-
miento de la madera, antes de la cocción, con hongos conidiales pertene-
cientes a los géneros Penicillium, Trichoderma y Gliocladium (Nilsson y 
Asserson, 1966). Aunque se observó una reducción considerable en los 
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depósitos de pitch, no se pudo relacionar con la degradación de los 
extraíbles lipofílicos.  
     Años más tarde, se comprobó que el pretratamiento con hongos del 
género Ophiostoma, Ceratocystis y otros hongos de tipo ascomiceto, dis-
minuía el pitch en las pastas, relacionando este hecho con la reducción 
del contenido de los compuestos lipofílicos presentes en los extraíbles de 
la madera (Blanchette et al., 1990). Sin embargo, este tratamiento provo-
caba una reducción del brillo de las pastas debido a la producción de pig-
mentos oscuros durante el crecimiento del hongo sobre la madera. Para 
solucionarlo, se obtuvieron cepas no pigmentadas de Ophiostoma 
piliferum y se patentó su utilización para reducir el pitch en madera de co-
níferas sin alterar las propiedades de las pastas (Farrell et al., 1995; 
Zimmerman y Farrell, 1997; Blanchette et al., 1998).  
     Un preparado comercial de este hongo, comercializado con el nombre 
de Cartapip® (Clariant Corporation), se ha ensayado a escala piloto sobre 
diferentes especies de pino (Pinus taeda y Pinus virginiata), encontrando 
una reducción de sus extraíbles totales del 40-46% (Blanchette et al., 
1992; Farrell et al., 1993). El estudio de los componentes de la fracción li-
pofílica de dichas maderas puso de manifiesto que los triglicéridos son 
los únicos compuestos que se degradan con Cartapip®, quedando el con-
tenido en ácidos resínicos, esteroles y grasas prácticamente inalterado 
(Farrell et al., 1993; Chen et al., 1994). A pesar de esta limitación, el pre-
parado es muy efectivo en la reducción del pitch en pastas mecánicas de 
las mencionadas coníferas.  
     En los últimos años se han llevado a cabo screening con el fin de en-
contrar organismos capaces de degradar los ácidos resínicos y esteroles 
presentes en estas maderas. Se han realizado diversos estudios utilizan-
do diferentes especies de ascomicetos, basidiomicetos y hongos imper-
fectos. Los mejores resultados se obtuvieron con los basidiomicetos de 
podredumbre blanca Bjerkandera sp., Funalia trogii y Trametes versicolor 
(Martínez-Íñigo et al., 1999). Estos hongos, además de degradar los trigli-
céridos y ácidos resínicos, son capaces de disminuir el contenido en lig-
nina, pasando a ser una alternativa eficaz para reducir simultáneamente 
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 los problemas de pitch y el coste energético que implica la separación 
mecánica de las fibras (Dorado et al., 2000; Martínez-Íñigo et al., 2000a). 
1.3.1.2  Madera de frondosas
El inóculo Cartapip® también se ha utilizado sobre maderas de frondosas, 
Populus tremeloides y Eucaliptus globulus, obteniéndose una reducción 
de los extraíbles totales del 30 y 50%, respectivamente (Chen et al., 
1994; Ekman, 2000). A pesar de los resultados expresados, los trata-
mientos no resultaron eficaces para reducir el pitch durante la fabricación 
de pasta química. Tal y como se mencionó anteriormente, los triglicéridos 
constituyen una fracción minoritaria, siendo los esteroles libres y esterifi-
cados, los compuestos relacionados con la aparición de los depósitos 
(del Río et al., 1998).  
     También se han llevado a cabo tratamientos de la madera de E. 
globulus con ascomicetos, basidiomicetos y hongos imperfectos 
(Martínez et al., 1999), con el fin de seleccionar los candidatos más ade-
cuados para reducir el pitch en las pastas kraft TCF y ECF. Los mejores 
resultados se obtuvieron con los basidiomicetos Bjerkandera adusta, 
Phlebia radiata, Pleurotus pulmonarius y Poria subvermispora (Gutiérrez 
et al., 1999a; Martínez et al., 2000). Los tratamientos mostraron una re-
ducción en el contenido de esteroles libres y esterificados en las pastas y 
líquidos de proceso, no afectando significativamente a las propiedades 
papeleras de las pastas (brillo, viscosidad, densidad…). Aún así, el rendi-
miento fue menor debido, principalmente, a la pérdida de lignina y celulo-
sa durante el tratamiento fúngico (Gutiérrez et al., 2000). Estudios enca-
minados a la optimización de estos ensayos pusieron de manifiesto que 
P. radiata y P. subvermispora eran los hongos más adecuados para de-
gradar estos compuestos (70%) con una baja pérdida de peso (1-4%), 
tras dos semanas de tratamiento (Martínez-Íñigo et al., 2000b). 
1.3.2  Tratamiento de pastas con enzimas  
Los tratamientos de madera con hongos para reducir estos depósitos 
presentan algunas limitaciones: i) la larga duración del proceso, ii) la es-
terilización parcial de la madera, necesaria para que los inóculos sean 
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competitivos y iii) los grandes volúmenes de madera a tratar, para man-
tener la producción en las fábricas. Estos hechos desencadenaron la 
búsqueda de sistemas enzimáticos que resultaran más eficaces en la de-
gradación de los compuestos responsables de los depósitos de pitch en 
las pastas y aguas de proceso.  
1.3.2.1  Lipasas
El empleo de enzimas en la industria papelera se ha incrementado consi-
derablemente desde la década de los años 80. Uno de los ejemplos más 
claros es el uso de lipasas, que comenzaron a utilizarse en la década de 
los 90 para reducir el pitch en pastas mecánicas de coníferas. La aplica-
ción de estas enzimas se inició en Japón con una lipasa de Candida 
rugosa (sinónimo C. cylindracea) (Irie, 1990). Posteriormente, se comen-
zó a trabajar en China y Japón con otros preparados comerciales, una li-
pasa recombinante expresada en Aspergillus oryzae, comercializada por 
Novozymes con el nombre de Resinasa A®. Dicho preparado fue eficaz 
en el tratamiento de pasta mecánica de coníferas, concretamente de pino 
(Matsukura et al., 1990; Qin y Chen, 1997). Asimismo, en Europa se han 
realizado ensayos sobre este tipo de pastas con prometedores resulta-
dos (Fischer et al., 1993; Messner, 1993). Lo cierto es que estos trata-
mientos no han tenido buena aceptación en las compañías americanas, 
donde la producción de pasta mecánica es menor que en Europa y no 
suelen utilizar madera de pino como materia prima. 
     Además de la Resinasa A®, otras lipasas tales como la Lipidasa 
10000 (American Lab. Inc.) y las lipasas purificadas a partir de los gene-
ros Candida y Aspergillus, han sido investigadas por su posible aplica-
ción en el control del pitch (Fujita et al., 1992; Mustranta et al., 1995; 
Hata et al., 1996; Quin y Chen, 1997; Fleet y Breuil, 1998). Todas estas 
enzimas disminuían notablemente los depósitos en pastas mecánicas de 
coníferas (Rowe, 1989; Holmbom, 2000). Por el contrario, no resultaron 
efectivas en el tratamiento de las pastas de diferentes frondosas y en 
particular, las de E. globulus, especie muy utilizada por la industria pape-
lera en España y Portugal y otras especies del mismo género. Ello se 
explica, como se ha mencionado anteriormente, por el alto contenido de 
esteroles libres y esterificados presentes en los extraíbles de estas ma-
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 deras (del Río et al., 1998; Gutiérrez et al., 1999b). Dichos compuestos 
se encuentran también en cantidades importantes en otras frondosas co-
mo P. tremuloides, muy utilizada para la fabricación de pasta de papel en 
Norteamérica (Serreqi et al., 2000) y en algunas coníferas, tales como 
Picea abies, empleada en el norte de Europa (Ekman, 1979).  
1.3.2.2  Esterol esterasas
Las esterol esterasas son enzimas hidrolíticas menos estudiadas que las 
lipasas, pero podrían ser muy importantes para el control del pitch en 
frondosas y algunas coníferas, debido a su gran capacidad para hidroli-
zar ésteres de esteroles. 
     En la actualidad existen tres patentes que reivindican la posibilidad de 
emplear enzimas de tipo esterol esterasa para eliminar ésteres de estero-
les durante la fabricación de pasta de papel. En la primera, se sugiere la 
posibilidad de utilizar una enzima de Pseudomonas fragi para la hidrólisis 
de estos compuestos en pasta de papel, aunque no se describen las con-
diciones del tratamiento ni los resultados obtenidos (Barfoed, 2000). En 
la segunda, se comprueba la efectividad de algunos crudos enzimáticos 
fúngicos y bacterianos en el tratamiento de un líquido de proceso de pas-
ta termomecánica de madera de P. abies. También se menciona la posi-
bilidad de utilizar estos crudos en combinación con lipasas comerciales 
para degradar simultáneamente los triglicéridos presentes en este tipo de 
pastas (Mustranta et al., 2000). La tercera patente se basa en el empleo 
de la enzima caracterizada en esta Tesis. En ésta se describe la elevada 
actividad de la esterasa de Ophiostoma piceae sobre triglicéridos y éste-
res de esteroles. Además, se comprueba su eficacia para degradar estos 
compuestos en extraíbles y pastas de maderas de frondosas y coníferas, 
proponiendo así, su aplicación para el control del pitch en ambos tipos de 
madera (Calero-Rueda et al., 2001b; Calero-Rueda et al., 2002a). 
     Hasta el momento no se han desarrollado estudios con estas enzimas 
a escala industrial, pues se requiere optimizar su producción y obtener 
suficientes cantidades de enzima (nativa o recombinante), que permitan 
comprobar su eficacia en el proceso industrial.  
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1.4  ESTERASAS 
1.4.1  Definición y clasificación 
Las esterasas (EC 3.1) se definen como hidrolasas que actúan sobre los 
enlaces de tipo éster. Estas proteínas constituyen una familia de enzimas 
con un amplio rango de sustratos, de ahí que su potencial hidrolítico pue-
da extenderse a cualquier compuesto que contenga un enlace éster.  
     Según las recomendaciones del Comité de Nomenclatura de la Unión 
Internacional de Bioquímica y Biología Molecular, las esterasas se subdi-
viden en distintos grupos. Entre ellos destacan: i) las carboxilesterasas o 
“verdaderas” esterasas (EC 3.1.1.1), que actúan sobre ésteres carboxíli-
cos de cadena corta liberando los ácidos correspondientes, ii) las lipasas 
(EC 3.1.1.3), que catalizan la hidrólisis de triglicéridos a ácidos grasos, 
diglicéridos, monoglicéridos y glicerol y iii) las esterol esterasas (EC 
3.1.1.13), que hidrolizan ésteres de esteroles liberando esteroles y ácidos 
grasos.  
     La diferenciación entre los tres grupos de enzimas es complicada, 
pues entre los escasos estudios de especificidad de sustrato realizados 
se han publicado datos contradictorios. La mayoría de las lipasas son ca-
paces de hidrolizar sustratos típicos de carboxilesterasas (Jaeger et al., 
1999). La lipasa producida por Fusarium oxysporum puede hidrolizar o-
leato de colesterilo, sustrato de esterol esterasas, pero no es capaz de 
hidrolizar palmitato de p-nitrofenilo, sustrato típico de lipasas 
(Madhosingh y Orr, 1981). Las colesterol esterasas de Pseudomonas 
fluorescens y Saccharomyces cerevisae hidrolizan específicamente éste-
res de colesterol, no mostrando actividad lipasa (Uwajima y Terada, 
1976; Taketani et al., 1981). Las tres lipasas mejor caracterizadas en C. 
rugosa (CRL1, CRL2 y CRL3) hidrolizan triglicéridos, pero también éste-
res de cadena corta y de colesterol, aunque muestran diferente especifi-
cidad sobre estos sustratos (Mancheño et al., 2003). Asimismo, es nece-
sario tener en cuenta que el modo de presentación del sustrato es impor-
tante, pues la enzima es susceptible de exhibir distinta selectividad según 
encuentre el sustrato en forma de micelas, películas monocapa o disuelto 
en solventes orgánicos (Brockman, 1984; Jensen et al., 1990). Por todo 
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 ello, no es fácil clasificar estos tres grupos de enzimas en base a su es-
pecificidad de sustrato. 
     Otro criterio para diferenciar estas enzimas es según su comporta-
miento en presencia de una interfase lípido-agua. Generalmente las lipa-
sas, y no las carboxilesterasas, son fuertemente activadas por la presen-
cia de una interfase lípido-agua. A este fenómeno se le denomina “activa-
ción interfacial” (Holwerda et al., 1936; Verger, 1976; Brockman, 1984). 
Estas enzimas muestran bajas velocidades de catálisis frente a sustratos 
solubles, pero su actividad hidrolítica sufre un brusco incremento cuando 
la concentración de sustrato excede su concentración micelar crítica 
(Chahinian, 2002).  
     Los factores que disparan esta activación han sido discutidos durante 
mucho tiempo. Se sugiere que están implicados: i) el incremento de la 
disponibilidad de sustrato por desplazamiento de la capa acuosa alrede-
dor de las moléculas de éster (Brockerhoff, 1968), ii) el incremento de la 
concentración de sustrato en la interfase (Brockman et al., 1973), iii) una 
mejor orientación de enlace éster a hidrolizar (Wells, 1974) y iv) el des-
plazamiento de un elemento helicoidal denominado “tapadera” (lid o flap) 
(Shonheyder y Volqvartz, 1945; Sarda y Desnuelle, 1958).  
     La tapadera consiste en un bucle peptídico anfilítico que bloquea el si-
tio catalítico de la enzima en su estado inactivado (conformación cerrada) 
y es desplazado, en diferente extensión, durante el proceso de activación 
interfacial, permitiendo así la entrada del sustrato lipídico al centro activo 
(conformación abierta) (Figura 1.3).  
     La apertura de la tapadera consiste en la rotación del loop alrededor 
de sus regiones bisagra (Pernas et al., 2001) y es estabilizada mediante 
puentes de hidrógeno y contactos polares establecidos con el esqueleto 
de la proteína (Holmquist, 2000). Este desplazamiento implica el enmas-
caramiento de cargas positivas y la exposición de cargas negativas en la 
superficie proteica, formando unas regiones hidrofóbicas de interacción 
proteína-lípido (Martinelle y Hult, 1994).  
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Figura 1.3.  Estructura de la lipasa de C. rugosa: conformación 
cerrada (A) y conformación abierta (B). Las flechas señalan la 
región de la tapadera en ambas estructuras.  
A                                                                                  B 
↓ ↓
     Normalmente ambas conformaciones se encuentran en equilibrio. En 
solución, sólo una pequeña parte de las moléculas de enzima se encuen-
tran en la forma abierta en ausencia de la interfase lipídica. Esto es debi-
do al ambiente desfavorable que representa un medio acuoso para la 
exposición un centro activo hidrófobico. Esta pequeña fracción explicaría 
la actividad de las enzimas sobre sustratos solubles en agua. En presen-
cia de la fase lipídica, las moléculas de enzima pasan de la conformación 
cerrada a la abierta para comenzar el proceso hidrolítico (Holmquist, 
2000). Sin embargo, factores como la presencia de cosolventes, modifi-
caciones del pH del medio y/o variaciones en la constante dieléctrica del 
centro activo, podrían jugar un papel importante en la apertura de la tapa-
dera y en consecuencia, en la actividad enzimática (Domínguez de María 
et al., 2006). En este sentido, estudios recientes han evidenciado un fe-
nómeno de activación interfacial mediado por polietilénglicol (Otero et al., 
2005).  
     Durante un largo periodo de tiempo, este distinto comportamiento de 
carboxilesterasas y lipasas se consideró como aquello que diferenciaba a 
ambos tipos de proteínas. Las carboxilesterasas no se activan por una in-
terfase lípido-agua debido a la carencia de tapadera (Alberghina y Lotti, 
1998; Schmid y Verger, 1998). No obstante, este argumento no es total-
mente válido pues existen lipasas que: i) aunque tienen tapadera no exhi-
ben este fenómeno (Verger, 1997; Nardini y Dijkstra, 1999; Holmquist, 
2000), ii) no poseen tapadera, mostrando un comportamiento típico de 
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 carboxilesterasas (Hjorth et al., 1993) y iii) sólo muestran activación inter-
facial frente a algunos sustratos (Van Oort et al., 1989).  
     Respecto a las esterol esterasas, la colesterol esterasa humana no 
posee tapadera y no exhibe este fenómeno (Feaster et al., 1997). Sin 
embargo, la pancreática porcina sufre activación interfacial aunque care-
ce de este bucle. Una gran reorganización de su estructura terciaria, co-
mo el desplazamiento de su extremo C-terminal, que bloquea el centro 
activo, podría disparar la actividad (Chen et al., 1998).  
     Por todo lo expuesto anteriormente, el fenómeno de activación interfa-
cial tampoco constituye un criterio fiable de diferenciación para estos tres 
tipos de proteínas. 
     Otros estudios establecen que la diferencia entre estas enzimas po-
dría basarse en su capacidad de hidrólisis en función del estado físico del 
sustrato. Las lipasas muestran una alta actividad sobre el estado agrega-
do de su sustrato. Esto es debido a un alto porcentaje de residuos no po-
lares localizados cerca del centro activo. Por el contrario, las carboxiles-
terasas no parecen tener este parche hidrofóbico, lo que podría explicar 
su mayor actividad sobre el estado soluble de los sustratos (Fojan et al., 
2000).  
     En referencia a las lipasas, algunas poseen la capacidad de distinguir 
enantiómeros. Por el contrario, las carboxilesterasas no suelen poseer 
esta propiedad (Bornscheuer, 2002a). Se trata de una característica que 
ha despertado gran interés, debido a la aplicación de estas enzimas en la 
resolución de mezclas racémicas. Se definen dos aspectos: i) discrimina-
ción entre enantiómeros, que depende de su simetría reflexiva y ii) discri-
minación entre compuestos proquirales, que depende de la simetría rota-
cional del sustrato respecto de sus sustituyentes (Hirschman, 1964).  
     Teniendo en cuenta todos estos argumentos, de forma general, se de-
nominan lipasas a aquellas enzimas capaces de actuar sobre ésteres de 
glicerol con una cadena acilo igual o superior a 10 átomos de carbono y 
por tanto insolubles en agua. La hidrólisis de sustratos solubles con ca-
denas acilo de longitud inferior a este valor se atribuye a las carboxileste-
rasas (Jaeger et al., 1999). El término de esterol esterasa se reserva pa-
ra enzimas que poseen una mayor actividad sobre ésteres de esteroles, 
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aunque la descripción de lipasas con alta afinidad sobre triglicéridos y és-
teres de esteroles dificulta la separación de estas proteínas en dos gru-
pos bien diferenciados. 
 La interacción esterasa-lípido, como se deduce de todos los aspectos 
tratados en párrafos anteriores, es bastante complicada, sobre todo 
cuando se trata de sustratos insolubles en soluciones acuosas. Por esta 
razón, la cinética de estas enzimas no puede ser tratada aplicando la teo-
ría clásica de Michaelis-Menten (Verger, 1997; Chahinian, 2002). En este 
caso, la constante de Michaelis-Menten (Km) y la constante catalítica 
(kcat) no poseen el significado habitual y son denominadas con el 
superíndice “app” para dar cuenta de tales peculiaridades (Redondo et 
al., 1995). 
1.4.2  Mecanismo catalítico 
La maquinaria catalítica de las esterasas consta de dos elementos: una 
triada catalítica y un agujero oxaniónico (Pleiss et al., 2000; Fischer y 
Pleiss, 2003). El mecanismo de acción de estas enzimas es semejante al 
definido para las serina proteasas (Chapus et al., 1988), basado en un 
sistema de transferencia de carga a través de la llamada “triada catalíti-
ca”, formada por serina, histidina y ácido aspártico (Brady et al., 1990). 
Sin embargo, la reorganización de la triada de las esterasas es una ima-
gen especular de la hallada en la familia de las serina proteasas 
(Garavito et al., 1977). La diferencia reside en el lado por el que la serina 
se aproxima a la histidina, lo que va a establecer que el plano por el que 
se produce el ataque nucleofílico sobre el enlace a hidrolizar sea opuesto 
en ambas enzimas (Ollis et al., 1992; Schrag y Cygler, 1997a).  
     En general, la triada catalítica de las esterasas contiene al ácido as-
pártico como residuo activo. Sin embargo, en algunas lipasas, éste se 
encuentra reemplazado por ácido glutámico (Schrag et al., 1991; Longhi 
et al., 1992; Lotti et al., 1993; Bourne, 2004). Esta sustitución tiene como 
consecuencia que la estabilización de la cadena lateral del ácido sea di-
ferente. En ambos casos, el átomo de oxígeno del grupo carbonilo adop-
ta una posición similar y se une por un puente de hidrógeno con el nitró-
geno imidazol de la histidina activa. Este puente se establece por un lado 
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 u otro del plano del anillo imidazol, dependiendo del tipo de ácido que 
contenga la triada catalítica (Schrag y Cygler, 1997a). La sustitución de 
ácido glutámico por aspártico en la triada catalítica de las lipasas de 
Geotrichum candidum, supone una reducción del 50% de la actividad ca-
talítica respecto de la cepa salvaje (Vernet et al., 1993). 
     La estabilización del estado de transición tetraédrico generado en el 
transcurso de la reacción es llevado a cabo por el denominado “agujero 
oxaniónico” (Kraut, 1977). En éste se establecen puentes de hidrógeno 
entre el átomo cargado negativamente del sustrato y determinados gru-
pos NH de residuos proteicos. Sin embargo, el agujero no siempre existe 
en una forma competente en algunas lipasas. En éstas, uno de los resi-
duos se ubica en un bucle con alta movilidad (tapadera) y alcanza su po-
sición y orientación óptimas sólo cuando la enzima se encuentra en una 
conformación abierta (activa), con el sitio catalítico completamente acce-
sible al sustrato (Brzozowski et al., 1991; van Tilbeurgh et al., 1993; 
Cygler y Schrag, 1997).  
     La diferente reorganización de la triada catalítica de las esterasas res-
pecto de las serina proteasas también implica una distinta disposición del 
agujero oxaniónico. En las proteasas, el grupo NH de la serina activa 
contribuye al agujero oxaniónico. Sin embargo, en las esterasas, es el re-
siduo adyacente C-terminal del nucleófilo el que contribuye a la estabili-
zación del estado de transición (Cygler et al., 1992). 
     Se establecen dos tipos, en función de las secuencias que incluyen el 
primer residuo del agujero oxaniónico: Gly-X (X, cualquier aminoácido) y 
Gly-Gly-Gly-X (Pleiss et al., 2000). En el tipo Gly-X, el primer residuo del 
agujero X es estabilizado por el esqueleto NH del residuo conservado de 
glicina adyacente. El tipo de aminoácido X (hidrofóbico o alifático) está 
conservado dentro de las superfamilias. Éste es típico de lipasas con alta 
actividad frente a sustratos de cadena larga. Por el contrario, el tipo Gly-
Gly-Gly-X ha sido encontrado en lipasas específicas de sustratos de ca-
dena corta y carboxilesterasas. El primer residuo del agujero lo constitu-
ye la glicina adyacente C-terminal al aminoácido X. Este residuo X, alta-
mente conservado, suele ser de naturaleza hidrofóbica. Esta clasificación 
se relaciona con la capacidad que poseen algunas esterasas de distin-
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guir moléculas quirales. Las enzimas con agujero oxaniónico tipo Gly-
Gly-Gly-X muestran actividad frente a ésteres de alcoholes terciarios, 
mostrando, en algunos casos, enantiopreferencia. Por el contrario, las 
enzimas con secuencias Gly-X no son activas frente a este tipo de sus-
tratos voluminosos (Fischer y Pleiss, 2003). 
     La Figura 1.4 muestra el mecanismo catalítico descrito para las este-
rasas (Jaeger et al., 1999). En primer lugar, el sustrato se une a la super-
ficie de la enzima. Esta unión es muy específica, pues éste debe acoplar-
se perfectamente al sitio de unión al sustrato o “bolsillo de unión”, en cu-
ya entrada se localiza la triada catalítica. Este bolsillo define no sólo la 
posición del corte sino también la estereoespecificidad de las esterasas. 
De esta manera, la serina activa (1er residuo de la triada catalítica) se si-
túa próxima al grupo carbonilo del enlace a romper. Los residuos de seri-
na no suelen ser reactivos, pero éste se encuentra en un entorno poco 
habitual, ya que está muy próximo a una histidina (2º residuo de la triada 
catalítica). El protón de la serina se transfiere al anillo de la histidina (pa-
so 1), dejando en la serina una carga negativa. Normalmente, esta trans-
ferencia sería imposible debido a los pKa elevados de los grupos alcohol 
(–OH), pero parece facilitarse por un residuo ácido (3er residuo de la tria-
da catalítica) que, por su carga negativa, estabiliza la protonación del ani-
llo de histidina adyacente.  
     La serina activada es un fuerte nucleófilo y puede atacar al carbonilo 
del sustrato, formando un estado de transición tetraédrico que se mues-
tra en el paso 2 de la Figura. La ruptura del enlace éster se produce en 
este estado activado, dando un intermediario acilo-enzima. El grupo al-
cohol liberado extrae el protón de la histidina (que originalmente era el 
protón de la serina).  
     El intermediario acilo-enzima es entonces hidrolizado por una molécu-
la de agua (paso 3). Ésta se coloca entre el grupo acilo y la histidina y la 
transfiere un protón. El grupo –OH restante se une al intermediario acilo 
para formar un nuevo estado de transición tetraédrico. Este proceso es e-
sencialmente una inversión de la formación del intermediario acilo inicial. 
     Por último (paso 4), el protón se transfiere desde la histidina de nuevo 
a la serina y se rompe el intermediario acilo-enzima, liberando así el 
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 componente acilo. La enzima vuelve a su estado original y está prepara-
da para catalizar la hidrólisis de otra molécula de sustrato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4.  Mecanismo catalítico de las esterasas (Jaeger et al., 1999). 
1.4.3  Estructura  
La mayoría de las esterasas pertenecen a la familia con el plegamiento 
α/β hidrolasa (Figura 1.5). Consiste, generalmente, en una lámina β 
constituida por 8 hebras, mayoritariamente paralelas (sólo la segunda he-
bra es antiparalela), rodeada a ambos lados por hélices α. Los elementos 
de estructura secundaria se unen entre sí a través de unas conexiones o 
loops cuya longitud difiere de unas proteínas a otras (Ollis et al., 1992; 
Schrag y Cygler, 1997a; Nardini y Dijkstra,1999).  
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Figura 1.5.  Diagrama de la estructura secundaria del plegamiento 
α/β hidrolasa. Las hélices α y las hebras β están representadas por 
cilindros y flechas, respectivamente. La localización de la triada cata-
lítica se indica por puntos. 
  
 
 
 
Histidina 
Nucleófilo
Ácido 
     En general, la lámina β presenta un giro helicoidal levógiro, lo que im-
plica que la primera y última hebra se crucen de manera casi perpendicu-
lar (Richardson, 1976). Las diferencias más importantes en esta disposi-
ción espacial radican en las hélices α que conectan las hebras β de la lá-
mina central. En algunos casos, una o más de estas hebras pueden estar 
ausentes. Solamente la hélice αC parece estar conservada, pues ocupa 
una posición estratégica en el centro de la lámina β, jugando un papel im-
portante en el correcto posicionamiento del residuo nucleofílico del centro 
activo (Schrag y Cygler, 1997a; Nardini y Dijkstra, 1999). Normalmente, 
la primera y última hélice se empaquetan a un lado de la gran lámina 
central, mientras que el resto lo hacen sobre el lado opuesto (Holmquist, 
2000). 
     Las grandes diferencias en la estructura tridimensional del núcleo α/β 
entre las distintas proteínas son debidas, principalmente, al grado de cur-
vatura de la lámina central, que viene determinado por el ángulo estable-
cido entre las hebras β5 y β6 (Ollis et al., 1992). Este hecho implica que 
en la lámina central se distingan un lado cóncavo y otro convexo. Aunque 
ambos poseen un fuerte carácter hidrofóbico y están protegidos del sol-
vente por la presencia de las hélices α, los residuos alifáticos y aromáti-
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 cos muestran preferencias en sus localizaciones en la lámina central. En 
la cara convexa predominan agrupaciones de aminoácidos alifáticos, 
mientras que en la cara cóncava abundan residuos aromáticos (Cygler et 
al., 1993).  
     Muchas otras hidrolasas, entre las que se encuentran las serina pro-
teasas, muestran un motivo estructural similar, aun no existiendo una ho-
mología de secuencia. Este hecho sugiere una relación evolutiva diver-
gente a partir de un antecesor común (Nardini y Dijkstra, 1999). Otras 
proteínas sin actividad catalítica, como tiroglobulina (Mercken et al., 
1985), glutactina (Olson et al., 1990) y neurotactina (de la Escalera et al., 
1990), también comparten este plegamiento.  
     Debido al incremento en el número de miembros tan diversos de la fa-
milia α/β hidrolasa, no es posible refinar una estructura común para todos 
ellos. Sin embargo, se establecen cuatro características esenciales para 
pertenecer a esta familia: i) el orden de la triada catalítica debe ser nu-
cleófilo-ácido-histidina, con el nucleófilo ubicado detrás de la hebra β5 ii) 
la presencia del codo nucleófilo (β5), iii) la estructura debe comenzar en 
la lámina β3 y poseer al menos 5 hebras β paralelas y iv) la existencia de 
un largo loop al final de la hebra β7 que permita que las cadenas laterales 
de los residuos catalíticos establezcan puentes de hidrógeno. De las tres 
últimas, al menos dos de ellas deben de estar presentes en este tipo de 
proteínas (Heikinheimo et al., 1999). 
     El codo nucleófilo consiste en una estructura supersecundaria en la 
que se localiza la serina catalítica. Este elemento, localizado entre la he-
bra β5 y hélice αC (Matthews, 1972), se identifica por la secuencia con-
senso Gly-X-Ser-X-Gly (Brenner, 1988). La rigidez de este motivo hebra-
giro-hélice induce al nucleófilo a adoptar ángulos de torsión en la cadena 
lateral energéticamente no-favorables (ε-conformación) e impone restric-
ciones estéricas a los residuos de sus proximidades. Esta conformación 
de la serina provee de una buena disposición a su corta cadena lateral, 
proyectándose hacia el resto de la estructura proteica, que la hace fácil-
mente accesible a la histidina activa y al sustrato (Cygler et al., 1992; 
Ollis et al., 1992). Además, su geometría también contribuye a la forma-
ción del agujero oxaniónico, por lo que podría tener un papel en la estabi-
 22
Introducción 
lización del intermediario tetraédrico durante la reacción (Hol et al., 
1978). 
     Este pentapéptido y su estructura hebra-giro-hélice también ha sido 
descrito en la familia de las serina proteasas y otras hidrolasas, cuyo nu-
cleófilo no es un residuo de serina, sino de cisteina o ácido aspártico 
(Ollis et al., 1992). Otras enzimas no hidrolíticas contienen el pentapépti-
do conservado en la familia de las esterasas, aun no asignando un papel 
catalítico a la serina (Cygler et al., 1992; Petersen et al., 2001). No 
obstante, la presencia de esta secuencia no está íntimamente relaciona-
da con el motivo hebra-giro-hélice, pues se han caracterizado hidrolasas 
cuyo pentapéptido no adopta esta estructura tan característica 
(Derewenda y Sharp, 1993).  
      Por otro lado, se han descrito unas proteínas lipolíticas que no com-
parten este patrón común, las esterasas GDSL (Upton y Buckley, 1995; 
Arpigny y Jaeger, 1999; Akoh et al., 2004). Esta familia se caracteriza por 
la sustitución de la secuencia consenso Gly-X-Ser-X-Gly por el motivo 
Gly-Asp-Ser-Leu. Esto implica que el residuo catalítico se encuentra des-
plazado hacia el extremo N-terminal, en comparación con las proteínas 
que siguen el patrón convencional. Destacan, entre otras, las lipasas de 
Aeromonas hydrophilia, Pseudomonas luminescens y Streptomyces 
scabies. Estudios sobre esta última revelan que posee una pareja catalíti-
ca Ser-His en lugar de la triada Ser-Glu-His, recayendo el papel de esta-
bilización de la carga positiva de la histidina activa sobre un residuo de 
triptófano localizado tres posiciones por delante de ésta. Asimismo, la en-
zima posee un plegamiento α/β terciario que difiere sustancialmente del 
plegamiento α/β hidrolasa (Wei et al., 1995).  
     La estructura tridimensional α/β hidrolasa está muy bien conservada y 
confiere un ambiente estable para la triada catalítica, residiendo la espe-
cificidad de sustrato en los loops próximos al centro activo (Cygler et al., 
1993). La estructura es mantenida gracias a la existencia de puentes sali-
nos y disulfuro. Los primeros juegan un papel importante en el plega-
miento de la esterasa, manteniendo juntos los loops próximos al centro 
activo. Los puentes disulfuro en la región N-terminal son importantes en 
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 el mantenimiento de la conformación de dos loops, estando uno de ellos 
claramente implicado en la unión al sustrato (Harel et al., 1993). 
1.4.4  Aplicaciones 
Dentro del grupo de las esterasas, las que poseen mayor aplicación in-
dustrial son las lipasas. Estas enzimas se consideran los biocatalizadores 
más versátiles que existen. Pueden llevar a cabo un amplio espectro de 
reacciones de bioconversión tales como hidrólisis, interesterificación, es-
terificación, alcolisis, acidolisis y aminolisis (Pandey et al., 1999). De ahí, 
el incremento exponencial de sus aplicaciones en biotecnología en com-
paración con otras enzimas hidrolíticas. 
     La razón de su enorme potencial biotecnológico viene explicada por 
los siguientes hechos: i) estabilidad en solventes orgánicos, ii) no requie-
ren cofactores, iii) amplia especificidad de sustrato y iv) en algunos ca-
sos, elevada enantioselectividad (Jaeger y Reetz, 1998).    
     La Tabla 1.1 recoge algunas de las aplicaciones más importantes de 
las lipasas (Benjamin y Pandey, 1998; Pandey et al., 1999; Sharma et al., 
2001; Jaeger y Eggert, 2002). 
     Su rango de aplicación está en pleno crecimiento gracias a las tecno-
logías de ingeniería genética (Malcata, 1996), evolución dirigida 
(Liebeton et al., 2000; Jaeger y Eggert, 2002) y diseño racional de proteí-
nas (Bornscheuer et al., 2002b). Estas aproximaciones permiten por un 
lado, optimizar la actuación de estas enzimas en sus aplicaciones indus-
triales tradicionales y por otro lado, extender su uso a otros campos en 
los que actualmente, debido a impedimentos intrínsecos de su propia na-
turaleza, todavía no han podido ser aplicadas. 
     Por el contrario, el empleo de las esterol esterasas es mucho más res-
tringido que el de las lipasas. A nivel práctico, su uso se ha limitado al a-
nálisis cuantitativo de colesterol en suero (Hoang et al., 1998; Rifai et al., 
1998). Sin embargo, actualmente se está estudiando su posible aplica-
ción en otros ámbitos, tales como la limpieza de lentes de contacto 
(Sugihara et al., 2002), síntesis de polímeros con aplicaciones biomédi-
cas (Veleva et al., 2005), en alimentación para la producción de coloran-
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tes a partir de ésteres de carotenoides (Zorn et al., 2003) y como se ha 
mencionado anteriormente, en la degradación de los ésteres de esteroles 
responsables de la formación de depósitos de pitch durante la producción 
de pasta de papel a partir de madera de coníferas y frondosas (Barfoed, 
2000; Calero-Rueda et al, 2001b; Calero-Rueda et al, 2002a). 
Tabla 1.1.  Aplicación industrial de las lipasas. 
 Aplicación 
Detergentes       Eliminación de depósitos de grasa (detergentes textiles y lavavaji- 
      llas) 
       Mejora de las características organolépticas (sabor, olor, textura) 
Alimentos       Alimentos “saludables” con alto contenido en PUFAs 
       Producción de ésteres emulsionantes 
Productos 
farmacéuticos 
      Síntesis enantioselectiva de compuestos quirales usados para la 
      producción de antiflamatorios no tiroideos, alcaloides, antibióticos, 
      vitaminas, etc. 
       Síntesis de ésteres de azúcares (acción antitumoral) 
       Resolución de mezclas racémicas para el aislamiento del enantió- 
      mero biológicamente activo 
       Recubrimiento de grageas (mejoran la asimilación) 
Biosensores 
      Cuantificación del contenido de triglicéridos (aplicación diagnósti- 
      ca, alimentaria, farmacéutica, etc.) 
Agroquímica 
      Resolución de mezclas racémicas para el aislamiento del enantió- 
      mero con actividad pesticida 
Cuero       Eliminación de grasa subcutánea, pelado y desecado de la piel 
       Producción de aromas 
Cosméticos       Síntesis de ésteres emulsionantes 
       Componentes de dentríficos (eliminación de depósitos de grasa 
      en la cavidad oral) 
Papeleras       Eliminación del pitch de pasta mecánica de coníferas  
       Biorremedación (tratamiento de efluentes para la eliminación de 
      las películas de grasa) 
       Producción de biogas a partir de los compuestos de desecho de 
      las plantas depuradoras de agua 
Polímeros       Fabricación de materiales poliméricos 
Petroleoquímica       Producción de biodiesel 
 
Contaminación  
Ambiental 
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 1.5  OBJETIVOS 
En un trabajo preliminar se seleccionó el hongo O. piceae por tener acti-
vidades enzimáticas capaces de hidrolizar triglicéridos y ésteres de este-
roles y en consecuencia, por su posible aplicación en el control biológico 
del pitch, tanto en maderas de frondosas como de coníferas. Los objeti-
vos propuestos para este trabajo fueron: 
i) Estudiar la producción e inducción de las enzimas capaces de hi-
drolizar triglicéridos y ésteres de esteroles en O. piceae. 
ii) Comprobar su eficacia para degradar mezclas complejas de estos 
compuestos en pastas y extraíbles de maderas de coníferas y 
frondosas. 
iii) Purificar y caracterizar las enzimas responsables de estas activi-
dades. 
iv) Comparar dichas actividades con las de otras enzimas comercia-
les. 
v) Estudiar los genes que codifican estas enzimas.  
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